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RESUMEN
La apoptosis es una forma de muerte celular inducida por una gran variedad de 
estímulos, considerada como el resultado final de una cascada en la que intervienen 
una serie de enzimas denominadas caspasas, inducidas tanto por estímulos externos 
como internos. Entre éstas destacan las denominadas caspasas iniciadoras (2, 8, 9 y 
10) y las caspasas ejecutoras o efectoras  (3, 6 y 7). Existen dos vías principales regu-
ladoras de la apoptosis: la vía extrínseca, inducida y mediada por receptores, la cual 
se inicia cuando un ligando apropiado se une a receptores de muerte localizados en la 
superficie celular, de modo que estas uniones ligando-receptor hacen que los dominios 
de muerte celular intracelulares y su unión a ciertas proteínas del citosol activen a 
las caspasas iniciadoras de esta vía (pe: caspasa 8), y la vía intrínseca o mitocondrial, 
gobernada por proteínas de la familia del Bcl-2 que agrupa un grupo de moléculas 
involucradas en la permeabilidad de la mitocondria, pudiéndose distinguir entre 
moléculas anti-apoptóticas y pro-apoptóticas. El desequilibrio en la expresión de estas 
moléculas incrementa la permeabilidad de la membrana mitocondrial, favoreciendo 
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la liberación de proteínas al citosol y la activación de las caspasas iniciadora de esta 
vía (pe: caspasa 9). Una vez activadas las caspasas iniciadoras, éstas ejercerán su 
actividad proteolítica sobre las denominadas caspasas efectoras o ejecutoras (3, 6 y 
7), las cuales, una vez activadas ejecutarán la muerte de forma irreversible. Junto a 
aspectos generales relacionados con los mecanismos y vías de la apoptosis, en este 
trabajo se abordan aspectos relacionados con dichos mecanismos en el transcurso de 
la diarrea vírica bovina, donde la apoptosis parece ser la responsable de la depleción 
linfoide y la leucopenia que caracterizan a esta enfermedad.
INTRODUCCIóN
La vida de un linfocito virgen oscila entre los 3 y 6 meses en algunos anímales 
como los ratones, llegando a permanecer incluso años en los seres humanos. Estas 
células están programadas para morir a menos que reciban estímulos de superviven-
cia. Gracias a estímulos débiles producidos por antígenos propios se mantienen con 
vida, aunque estos estímulos antigénicos no son suficientes para activarlos y hacer 
que se diferencien hacia células efectoras. Cada linfocito virgen está programado 
genéticamente para reconocer un único tipo de antígeno. Cuando un antígeno se une 
a las escasas células capaces de reconocerlo, éstas inician un proceso de proliferación 
masiva, conocido como selección clonal, alcanzando en pocos días un número sufi-
ciente de clones para poder ejercer una respuesta inmunitaria eficaz (1). Las células, 
una vez seleccionadas, expresarán receptores para ciertas citoquinas sintetizadas 
por los linfocitos T activados, así como por células del estroma como las células re-
ticulares y las células dendríticas foliculares, esenciales no sólo para la proliferación 
sino también para la supervivencia de las células vírgenes. Sin embargo, las células 
que no entran en contacto con un antígeno no son seleccionadas para vivir y mue-
ren por apoptosis, proceso que afecta tanto a las células B como a las T (1,2). Parte 
de las poblaciones seleccionadas se transformarán en células efectoras mediante el 
proceso de diferenciación celular, dando lugar a los linfocitos T cooperadores y a 
los linfocitos T citotóxicos; asimismo, las células B terminarán por madurar, dando 
lugar a células plasmáticas productoras de anticuerpos, siendo la función última de 
todas estas poblaciones celulares la eliminación del antígeno (2,3). Algunas de estas 
células perdurarán como células de memoria (centroblastos o centrocitos), las cuales 
se localizarán en los centros germinales, siendo responsables de la inmunidad a largo 
plazo y de una pronta respuesta frente a reinfecciones (3,4). 
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MECANISMOS INDUCTORES Y VÍAS DE LA APOPTOSIS
La apoptosis, por tanto, es una forma de muerte celular reconocida como un 
mecanismo esencial en la morfogénesis y la homeostasis de los órganos y tejidos, que 
equilibra el desarrollo y la división celular con la muerte celular. Así, en los órganos 
linfoides centrales o primarios, la apoptosis interviene en los procesos de selección 
clonal de los linfocitos autorreactivos, participando además en los mecanismos que 
regulan la expansión y la maduración de los linfocitos (B y T) en los órganos linfoides 
periféricos tras el proceso de reconocimiento antigénico. La apoptosis puede ser indu-
cida por una gran variedad de estímulos entre los que destacan el daño en el ADN, 
la privación de distintos factores de crecimiento celular, la acción de los linfocitos T 
citotóxicos y las infecciones inducidas por virus de distinta naturaleza (3,5,6). 
Tanto en condiciones fisiológicas como patológicas, las principales características 
morfológicas de la apoptosis son la contracción celular, la vesiculación de la membra-
na, la condensación periférica de la cromatina nuclear y la fragmentación del núcleo, 
cambios que conducen a la formación de cuerpos apoptóticos sin la aparición de una 
respuesta inflamatoria (7,8). Estos cambios morfológicos son el resultado final de una 
cascada en la que intervienen una serie de enzimas proteasas denominadas caspasas 
que son inducidas tanto por estímulos externos como internos (etapa de iniciación) 
(6,9). Al menos 14 caspasas han sido identificadas en mamíferos, pero sólo algunas 
de ellas están directamente implicadas en la apoptosis. Entre éstas destacan las de-
nominadas caspasas iniciadoras (2, 8, 9 y 10) y las caspasas ejecutoras o efectoras  (3, 
6 y 7) (10,11).
Distintos mecanismos pueden favorecer la activación de la apoptosis depen-
diendo de la expresión de moléculas específicas. Sin embargo, se ha demostrado la 
existencia de dos vías principales reguladoras de la apoptosis: la vía extrínseca y la 
vía intrínseca (12,13). También se ha apuntado la existencia de una tercera vía, activa-
da por la caspasa 12, que provocaría la apoptosis por inducción de estrés al retículo 
endoplásmico (14,15) (Figura 1).
La vía extrínseca de la apoptosis está inducida y mediada por receptores. Esta vía 
se inicia cuando un ligando apropiado, como el Factor de Necrosis Tumoral (TNFα) o 
el Fas-ligando (FasL), se une a receptores de muerte localizados en la superficie celular, 
que incluyen aquellos pertenecientes a la superfamilia de los receptores del Factor 
de Necrosis Tumoral (TNF-R) tales como el TNF-R1 (p55 o CD120a), el Fas (también 
conocido como Apo-1 o CD95) y el CD40 (16,17,18,19). Estas uniones ligando-receptor 
hacen que los dominios de muerte celular intracelulares y su unión a ciertas proteínas 
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del citosol activen a las caspasas iniciadoras de esta vía como la caspasa 8, que a su 
vez será responsable de la activación de la caspasa 3 (caspasa ejecutora) (9,19, 20). 
Por otro lado, las células que se ven privadas de estímulos de supervivencia su-
fren un tipo de muerte celular pasiva que se produce por la denominada vía intrínseca 
o mitocondrial de la apoptosis, la cual se encuentra gobernada por proteínas de la 
familia del Bcl-2. Esta familia agrupa un grupo de moléculas involucradas en la per-
meabilidad de la mitocondria, pudiéndose distinguir entre moléculas anti-apoptóticas 
(A1, bcl-2, bcl-w, bcl-xL, bfl-1, brag-1, mcl-1 y NR13) y pro-apoptóticas (bad, bak, 
bax, bcl-xs, bik, bid, bim y hrk (9,21,22,23,24,25). El desequilibrio en la expresión de 
estas moléculas incrementa la permeabilidad de la membrana mitocondrial, lo que 
favorece la liberación de proteínas al citosol, como el Citocromo c (Apaf-2), capaz de 
activar a las caspasas. Esta proteína es un cofactor del factor activador de la apopto-
sis 1 (Apaf-1; apoptotic protease-activating factor 1) y juntas, promoverán la activación 
de las caspasas iniciadora de esta vía como la caspasa 9, que a su vez favorecerá la 
activación de la caspasa 3 ejecutora (26,27,28,29,30,31,32). 
Una vez que están activadas, la caspasa 8 (vía extrínseca) y 9 (vía intrínseca) 
consideradas como dos de las principales caspasas iniciadoras, ejercen su actividad 
proteolítica sobre las denominadas caspasas efectoras o ejecutoras como la señalada 
caspasa 3, así como sobre la caspasa 6 o la caspasa 7, las cuales, una vez activadas 
ejecutarán la muerte de forma irreversible (29,33,34). En este sentido cabe destacar la 
importancia de la caspasa 3, cuya detección permite identificar el inicio de la etapa 
de ejecución (el “punto de no retorno” en la cascada de la apoptosis), siendo este el 
punto en el que ambas vías de la apoptosis convergen y prosiguen una vía común que 
desembocará en la ejecución irreversible de la muerte celular (9,13,35). Estas caspasas 
efectoras inician la fragmentación del ADN y de la membrana nuclear, favoreciendo 
la progresión irreversible de la cascada de la apoptosis, desencadenándose así una 
serie de eventos que finalizan con la formación de cuerpos apoptóticos (8). 
APOPTOSIS EN LA DIARREA VÍRICA BOVINA
Las infecciones víricas pueden modular la apoptosis tanto favoreciendo como 
inhibiendo tales procesos, estando ambos mecanismos encaminados a evadir la 
respuesta inmune del hospedador (36,37). En este sentido, numerosos virus han de-
sarrollado estrategias para prevenir o bloquear la apoptosis, siendo ésta uno de los 
mecanismos empleados por el sistema inmune en la defensa frente a las infecciones 
víricas (5,38). Entre estas estrategias cabe destacar las centradas en la modulación de 
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la vía bcl-2/bax en estadíos tempranos de la apoptosis (39), o bien las que interfieren 
en la cascada de las caspasas (40). 
Por el contrario, otros virus han desarrollado estrategias orientadas a la activa-
ción de la apoptosis, principalmente como una forma de evadir la respuesta inmune 
mediante la destrucción de células inmunocompetentes. En estos casos, la apoptosis 
estuvo directamente relacionada con la replicación vírica en células inmunocompe-
tentes (37,41) o bien, con mecanismos indirectos relacionados con la liberación de 
ciertos mediadores químicos como las citoquinas (42,43,44).
El virus de la diarrea vírica bovina (vDVB) es un virus ARN clasificado dentro 
de la familia Flaviviridae junto con otros pestivirus como el virus de la peste porcina 
clásica y el virus de la enfermedad de la frontera de la oveja (45). El vDVB se ha divi-
dido tradicionalmente en base a sus diferencias genéticas en 2 genotipos o especies 
distintas, conocidas como genotipo 1 y 2 (vDVB1 y vDVB2), habiéndose podido tipi-
ficar genéticamente distintos aislados de ambos genotipos. Independientemente del 
genotipo al que pertenezcan, los virus se clasifican en función del efecto que producen 
sobre ciertos cultivos de células epiteliales bovinas en 2 biotipos: biotipo citopático 
(CP) y biotipo no citopático (NCP), el más frecuente en la naturaleza.
Biotipos citopáticos (CP)
Los biotipos CP, aislados únicamente de animales con Enfermedad de las 
Mucosas, provocan efecto citopático sobre cultivos de células epiteliales bovinas, lo 
que se traduce en vacuolización citoplasmática y muerte por apoptosis (46,47,48,49). 
Asimismo, los biotipos CP inducen efecto citopático en cultivos de monocitos de 
sangre periférica (50) y de líneas celulares linfoides (51), aunque este fenómeno no 
es necesario para la multiplicación del virus CP (5). 
Los estudios in vitro que existen hasta el momento sobre los mecanismos involu-
crados en los fenómeno de apoptosis, apuntan hacia la implicación de la vía intrínseca 
(48,52), no descartando la extrínseca (53), y especulando con la posibilidad de que el 
detonante para la inducción de la vía intrínseca sea la gran acumulación de ARN que 
se produce en las células infectadas con cepas CP del virus (54). También se ha asociado 
la apoptosis al estrés ejercido sobre el retículo endoplásmico, vía en la que aparecería 
involucrada la caspasa 12 (14,15,55) y a la activación de la polimerasa ADP-ribosa, 
una enzima nuclear implicada en el mantenimiento del genoma (47,51). 
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Las cepas CP son capaces de inducir la producción de TNFα en las células infec-
tadas (56). Además, el efecto citopático que presentan las cepas CP se ve potenciado 
cuando se añade en el cultivo de forma simultánea TNFα e interferón (IFN)-α (57), 
por lo que no se descarta, pese a desempeñar posiblemente un papel secundario, la 
implicación de la vía extrínseca en la ejecución de apoptosis (53,56). 
Biotipos no citopáticos (NCP)
Los biotipos NCP replican en las células epiteliales sin provocar cambios mor-
fológicos evidentes en estos cultivos, lo que no descarta que los biotipos NCP no sean 
patogénicos. Las cepas NCP, especialmente las pertenecientes al genotipo 1 (vDVB1), 
dan lugar a procesos agudos y transitorios con sintomatología moderada (que en la 
mayoría de las ocasiones pasa desapercibida), así como a una leucopenia transitoria 
debida en parte a una disminución de los linfocitos circulantes y a la depleción lin-
foide causada por apoptosis, especialmente intensa en tejidos linfoides asociados a la 
mucosa gastrointestinal (35,58,59,60). Cabe recordar que estas cepas NCP, al contrario 
que las cepas CP (61), son capaces de atravesar la placenta e infectar al feto, pudiendo 
dar lugar al nacimiento de animales persistentemente infectados (62).
Las cepas NCP son capaces de bloquear la apoptosis inducida por las cepas 
CP sobre las células de los cultivos (63). Asimismo, distintos trabajo in vitro han 
demostrado que las cepas NCP son capaces de inhibir la apoptosis de las células de 
los cultivos en estadíos iniciales (52). Este proceso de inhibición tendría lugar a nivel 
mitocondrial, previo a la activación de la cascada de las caspasas y estaría relacionado 
con la ausencia de un incremento de la caspasa 3 efectora y con la sobreexpresión de 
la proteína anti-apoptótica bcl-2, mecanismo que podría favorecer el establecimiento 
de infecciones persistentes (63). Sin embargo, recientes trabajos in vivo llevados a 
cabo sobre muestras de tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal de terneros 
inoculados con cepas NCP de genotipo 1 demostraron una marcada activación de la 
caspasa 3 (35), la cual podría estar directamente relacionada con la masiva apoptosis 
de linfocitos observada en esta localización en el transcurso de la enfermedad (60). 
Estos resultados  sugieren la existencia de unos mecanismos de apoptosis distintos 
de los identificados en los estudios in vitro (63). En línea con estos trabajos in vivo, 
trabajos in vitro recientes han demostrado que, junto a las cepas CP, las cepas NCP de 
alta virulencia poseen la capacidad de inducir apoptosis en cultivos celulares linfoides, 
mecanismo de muerte celular que pese a ser distinto (51,64), muestra ciertas similitudes 
como la activación de las caspasas y la implicación de la mitocondria (64).
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Sin embargo, los estímulos responsables de favorecer la cascada de la apop-
tosis linfocitaria durante la DVB permanecen sin aclarar. Distintos trabajos in vivo 
han señalado la acción directa del virus de la DVB sobre los linfocitos como causa 
responsable (58,65,66,67,68), un punto de vista apoyado por estudios in vitro que su-
gieren que la apoptosis es causada por la replicación y acumulación de ARN vírico 
(46,52,54). Sin embargo, trabajos recientes in vivo demostraron que la acción directa 
del virus sería responsable de la destrucción de un pequeño número de linfocitos. 
De este modo, aunque la infección de los linfocitos coincidió con el comienzo de 
los fenómenos de apoptosis, la intensidad de la infección no estuvo acorde con la 
masiva apoptosis linfocitaria observada, especialmente en los estadíos iniciales de 
la enfermedad (35,60). 
Otros trabajos, sin embargo, sugieren la implicación de mecanismos indirectos 
en la destrucción linfocitaria durante la DVB, mecanismos que aún permanecen sin 
aclarar (58,68,69,70). Así, trabajos in vitro demostraron que la liberación de citoquinas 
parece estar inhibida en el caso de las cepas NCP (5,56,57,71). En inoculaciones llevadas 
cabo en terneros con cepas NCP se observó que, pese al incremento de monocitos-
macrófagos en folículos linfoides de la mucosa intestinal (áreas de células B), donde 
la apoptosis de linfocitos fue intensa, el número de macrófagos secretores de TNFα 
e IL-1α, citoquinas con probada capacidad para inducir apoptosis, fue escaso. De 
esta manera se descartó que estos mediadores químicos fueran la causa principal 
en la apoptosis linfocitaria. Sin embargo, la liberación de citoquinas inductoras de 
apoptosis por parte de los macrófagos (infectados o no) si podría estar involucrada 
en la apoptosis observada en las áreas interfoliculares (áreas de células T), lo que 
pone de manifiesto in vivo la existencia de distintos mecanismos inductores o regu-
ladores de apoptosis en función de la localización (folículos o áreas interfoliculares) 
o composición del tejido linfoide (linfocitos B o T). Asimismo, se ha demostrado que 
las células del entramado folicular con signos de infección vírica (células reticulares 
y dendríticas foliculares), fundamentales para el mantenimiento y homeostasis del 
folículo, mostraron alteraciones morfológicas que podrían estar relacionadas con la 
masiva apoptosis observada, quedando aún por determinar los mecanismos impli-
cados (35,60). Sin embargo, in vitro se observó que el TNFα fue responsable del 15% 
de la apoptosis inducida por cepas CP y que las cepas NCP son capaces de inducir la 
expresión de elevados niveles de receptores de TNFα (56). Además, los bajos niveles 
de secreción de IL-1 por los macrófagos observada en los folículos linfoides durante 
infecciones con cepas NCP (35), también había sido demostrada in vitro, habiéndose 
sugerido que la infección de los monocitos tanto por cepas CP como NCP inhibía la 
producción de IL-1 (72). Por tanto, es evidente que el vDVB actúa de forma distinta 
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dependiendo tanto del biotipo (CP o NCP) como del genotipo (1 o 2) que provoque 
la infección, así como de las células que resulten infectadas, activando diferentes vías 
de señalización en cada caso (64).
Otro aspecto que permanece sin aclarar es el relacionado con los mecanismos 
involucrados en la ejecución inicial de la cascada de la apoptosis y la secuencia precisa 
de eventos durante la DVB. Trabajos recientes in vivo sobre la regulación de las vías 
de la apoptosis (extrínseca o intrínseca) demostraron una intensa activación de la 
caspasa 8 (caspasas iniciadora de la vía extrínseca) y unos bajos niveles de expresión 
de la proteína anti-apoptótica bcl-2 en áreas B del tejido linfoide asociado a la mucosa 
intestinal de terneros inoculados con una cepa NCP del virus de la DVB (73). Estos 
cambios podrían estar relacionados con la activación de la caspasa 3 ejecutora y con la 
masiva apoptosis de linfocitos observada en dichas áreas (35,60). Asimismo, la menor 
activación de la caspasa 8 juntos a niveles elevados de la proteína anti-apoptótica 
bcl-2 en áreas T, estaría relacionada con una mayor protección de los linfocitos de 
estas localizaciones frente a la apoptosis. Estos resultados resaltan el mayor papel de 
la vía extrínseca y la escasa participación de la vía intrínseca, habiéndose observado 
además una inactivación progresiva de la caspasa 9 iniciadora (73). 
Por tanto, a la hora de afrontar el estudio de los mecanismos bioquímicos y 
moleculares de la apoptosis en la DVB se hace necesario considerar dos aspectos 
fundamentales: (1) que hay cambios moleculares en las células que pueden predis-
poner o pueden proteger a éstas frente a la apoptosis; (2) que se producen cambios 
a nivel molecular en las células cuando finalmente se desencadena la apoptosis. De 
esta forma, células con un perfil molecular característico estarán más predispuestas a 
sufrir apoptosis que otras células que no presenten ese perfil. Es importante conocer 
en que punto de la cascada de la apoptosis éste mecanismo es irreversible, lo que 
contribuiría a comprender cómo algunas cepas inducen o frenan la apoptosis. De esta 
manera, para entender los complejos mecanismos que regulan las vías de la apoptosis 
(intrínseca o extrínseca) durante la DVB y que finalmente inducen la muerte celular 
mediante la activación de la caspasa-3 efectora, los estudios sobre modelos in vivo se 
presentan como fundamentales. 
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